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Х И М И К О - Ф Е Р М Е Н Т А Т И В Н Ы Й СИНТЕЗ 
О Л И Г О Р И Б О Н У К Л Е О Т И Д О Й — АНАЛОГОВ м Р Н К 
В. В. АНЦИФЕРОВА, А. Г. ВЕНЬЯМИНОВА, 
М. Я. РЕПКОВА, Л. А'ФРАНК, В. И. ЯМКОВОЙ 
Синтетические олигорибонуклеотиды в настоящее время широко 
используются в качестве инструментов исследования д л я решения це­
лого ряда проблем физико-химической биологии. В частности олигори­
бонуклеотиды, с о д е р ж а щ и е инициирующий кодон ApUpG на 5'-конце 
молекулы, нашли применение в качестве моделей м Р Н К при изучении 
функциональной топографии рибосом [ 1 , 15, 16]. к 
В данной работе описан препаративный, химико-ферментативный 
синтез двух аналогов м Р Н К - н о н а р и б о н у к л е о т и д а A p U p G ( p U ) 6 и пеп-
тадекарбонуклеотида A p U p G ( p U ) 6 ( p A ) 5 p A p , основанный ka* использо­
вании Т 4 Р Н К - л и г а з ы д л я «сшивания» химически синтезированных 
и полученных ферментативным путем.коротких олигорибонуклеотидных 
блоков-.* 
* Используемые сокращения: ТСХ — тонкослойная хроматография, МКХ — мик­
роколоночная хроматография, MSTetr — мезитиленсульфотетразолид, Thp — тетрагил-
допиранил, МеОТг — монометокситритил, >СНОЕ+ — этоксиметилиден, CIPh — п-хлор 
фенил, Tri — 1Д4-триззол-1-ил, DMAP — 4-диметиламинопиридин, ТЕАВ — триэтил-
аммонийбикарбонат. 
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Материалы и методы. В работе использовали нуклеозиды произ­
водства Н П О «Бнохимреактив», Л а т в . С С Р , поли U и поли А ( Н И К Т И 
БАВ, Главмикробиопром С С С Р ) , Р Н К а з у Т, (КФ 3.1.27.3, I C N , США) 
и РНКазу Т 2 (КФ 3.1.27.1, Sankyo Со, Япония, QAE-сефадекс А-25 
(Pharmacia, Швеция) , DEAE-целлюлозу DE-52 (Whatman, Англия) , 
NitcIeos.il С-18 (Macheray Nagel, Ф Р Г ) . 
Для адсорбционной хроматографии использовали силикагель 
марки Kieselgel 60 (Merck, Ф Р Г ) , для ТСХ-пластинки DC-АР Kiesel-
gel 60 F254 (Merck, ФРГ) в системах растворителей: А-хлороформ-ме-
танол (90 :10) , Б-хлороформ-метанол-триэтиламин ( 8 0 : 1 9 : 1 ) . 
Хроматографпческий носитель для обращенно-фазовой хроматогра­
фии, представляющий собой политрифторхлорэтиленовый порошок с 
нанесенным на него тетраоктиламмонийбромидом, получали по методу, 
описанному в статье В. И. Ямковым и др. [14] . 
Исходные защищенные нуклеозиды синтезировали стандартными 
методами. 
Нуклеазу из яда среднеазиатской кобры Naja naja oxiana (КФ 
3.1.27) выделяли по методу, описанному С. К. Василенко и В. К. Райт 
[3] с некоторыми модификациями. 
Т4 РНК-лигазу (КФ 6.5.1.3) выделяли из биомассы Е. coli В, ин­
фицированной бактериофагом Т4 am 82 [14] . Полученный препарат 
фермента (концентрация РНК-лигазы 43,4 мкМ, концентрация белка 
8,4 мг/мл) содержал не более 1 ед. акт. З ' -экзонуклеазы на 1 пмоль 
РНК-лигазы [ 5 ] . 
Гомоолигорибонуклеотиды, терминированные 5'-фосфатом и З'-гид-
роксилом, получали путем гидролиза соответствующих полирибону-
клеотидов нуклразой из яда кобры [ 4 ] . 
Донор ( р А ) 6 А 0 х получали перйодатным окислением ( р А ) ; [10] 
с учетом выявленных нами ранее закономерностей этой реакции [ 2 ] . 
Донор (рА) 5 рАа получили путем обработки окисленным перйода-
том натрия (рА); анилином при рН 5,0 [10] . 
Синтез ApUpC. А. К охлажденной суспензии 0,2 г (2,9 ммоль) 
триазола и 0,15 мл (0,92 ммоль) л-хлорфенилфосфодихлорида в 5 мл 
абс. диоксапа при перемешивании добавляли 0,25 мл (1,8 ммоль) абс. 
триэтиламина в 1 мл абс. диоксапа- Смесь нагревали до комнатной 
температуры, выдерживали 1 ч и полученную суспензию переносили в 
колбу с раствором 0,5 ммоль 2' ,5 '-0-защищенного нуклеозида (I) в 5 мл 
абс. пиридина. Через 30—40 мин (контроль — ТСХ, сист. А) реакцион­
ную смесь упаривали, растворяли в хлороформе и промывали 0,1 М 
паствором ТЕАВ, рН 7,5. Водный слой экстрагировали хлороформом 
( 2 x 3 мл) , объединенные органические слои упаривали с добавлением 
толуола и этанола для удаления пиридина, растворяли в хлороформе 
и наносили на колонку с силикагелсм. Элюцию вели в линейном гра­
диенте концентрации этанола в хлороформе (0—10%), содержащем 
1% триэтиламина. 
Контроль — ТСХ. Фракции, содержащие диэфир ( I I ) , объединяли, 
упаривали и вещество выделяли осаждением из хлороформсодержа-
Щего раствора в смесь абс. петролейного и серного эфиров (1 : 1). Вы­
ход составил 57%, R { 0,17 (ТСХ, сист. А) и 0,51 (ТСХ, сист. Б ) . П о 
аналогичной методике был получен диэфир защищенного динуклеозид-
фосфата ( V ) , R, 0,12 (ТСХ, сист. А) и 0,48 (ТСХ, сист. Б ) , " в ы х о д — 
47%. 
0,3 ммоль тщательно высушенного фосфодиэфирного компонента 
растворяли в 3 мл абс. пиридина, добавляли 0,9 ммоль мезитиленсуль-
фотетразолпда и 0,4 ммоль 5'-ОН-компонснта ( I I I или V I ) . Черет 1 ч 
(контроль — ТСХ, сист. А) к раствору добавляли равный объем 0,1 М 
ТЕАВ, рН 7,5. Вещество экстрагировали хлороформом, объединенные 
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органические слои упаривали с добавлением толуола и этанола, рас­
творяли в хлороформе и хроматографировали на силикагеле, иеполь-
iy-я линейный градиент концентрации этанола в хлороформе (0—4%), 
Фракции, содержащие триэфир ( IV) или ( V I I ) , объединяли, упаривали, 
и вещество выделяли осаждением из хлороформного раствора в абс. 
пстролейный эфир. Фосфотриэфир ( IV) получен с выходом 02%, Rf'0,54 
(ТСХ, сист. А) , фосфотриэфир ( V I I ) получен е выходом 58%, Rt 0,42 
(ТСХ, сист. А) , 
A. (MeOTr)bzA(Thp) ' /CIPhPO(Tri) 2 № 0 T r ) b z A ( T h p ) p ( C I P h ) . 
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Б. Синтез проводили, предохраняя реакционные смеси от попада­
ния влаги воздуха. 0,2 М раствор л-хлорфенилфосфодитриазолида по­
лучали методом, описанным Ямковым [13] . К 0,1 ммоль 2' ,5 '-защищен-
пого нуклеознда ( I ) в 0,6 мл абс. пиридина добавляли 0,6 мл (0,12 
и моль) свежеприготовленного 0,2 М раствора л-хлорфенилфосфодитри-
азолида (коптро.ть — ТСХ) . Через 30 мин к полученному раствору до­
бавляли 0,012 г (0,1 ммоль) 4-диметиламинопиридина, 0,15 ммоль вто¬
рого ищнщенного нуклоозида ( I I I ) и выдерживали при комнатной 
температуре 2 1 
• ' • • ' > " м п о и < я н ы . - п л ю й смеси разлагали равным объемом 
: 1 1 ' " И '.">) и • провали хлороформом. Хроматографию 
енне фосфотрнэфира защищенного динуклеозид-
• s описано выше. Выход .составил 70%. Анало-
у ' | : Ш 'ИНОГО т о • и [ 1 
фата ( V I I ) г выходом 59% 
!1 0.0.» М М О Л Ь n i M f o C t ' . K ) < ; t n i i < | l tv i«<»>n i о , 1ИГ:И№КЛСОТНД.-| ( V i H 
и пир:: inn кони. XI Ь 0 1 1 ( 1 : 10) и выдержива-
.. т Н - . 1 П 1 рлтуреб гут. Затем раствор упаривали, остаток 
•' Ю м л 0,01 п. Н О и выдерживали 2 ч при 50°С. Полученный 
I 
раствор кспт p ' ! / ; пзова л и конц. K H 4 O h , экстрагировали серным эфиром 
и наносили па колонку (2X20 см) с QAE-сефадексом А-25 (НСОз 
(NH4HCO3, 0—0,6 М 2 л ) . Фракции, соответствующие пику целевого 
продукта, объединяли, упаривали с добавлением воды и лиофилизо-
валп. Выход ApLipC составил 40%. 
Синтез ApUpG(pU) 6 и ApUpG(pU) 6 (pA) 5 pAp с участием РНК-ли-
газы. Концентрации компонентов реакционной смеси: акцептор — 1 мМ, 
донор — 1 мМ, АТФ — 2 мМ, трис-HCl буфер (рН 8,7) — 0,05 М, 
M g C l j—1 0 мМ, дитиотреитол—10 мМ, альбумин — 0,2 м г - м л - 1 , гли­
церин— 12,5% (по объему) . 
Синтез A p U p G ( p U ) 6 , исходя из ApUpG и ( p U ) 6 , вели при 30 °С 
в объеме 2 — 10 мл при концентрации РНК-лигазы—1,2—0,25 мкМ. 
Время реакции — 12—24 ч. 
ApUpG (рИ)б (рА) 5 рАр синтезировали при 20°С в объеме 0,1 — 
1,75 мл при концентрации РНК-лигазы — 3 мкМ. Акцептор — 
ApUpG(pU) 6 , д о н о р — (рА) 5 рАр или ( р А ) 6 р А , п ' . Время реакции ^ 4 8 ч. 
За ходом реакции следили, анализируя отобранные через опреде­
ленные промежутки времени пробы (1 мкл) , методом обращенно-фазо-
вой МКХ [12] . Перед МКХ пробы разбавляли в 20 раз водой и про­
гревали 2 мин при 100°С. 
По достижении плато реакционную смесь в случае синтеза 
Apb'pG(pU) 6 разбавляли в 3 раза водой, прогревали 5 мни при 100°С 
и хроматографировали на QAE-сефадексе А-25 в НСОз~-форме. Элюцию 
вели со скоростью 40 мл/ч раствором бикарбоната аммония в 15%-ном 
диоксане (линейный градиент концентрации от 0,4 до 0 , 8 М ) . Фракции, 
содержащие A p U p G ( p U ) 6 , объединяли, упаривали несколько раз с до­
бавлением воды для удаления- N H 4 H C 0 3 , после чего лиофилизовали. 
Пентадекарибонуклеотид ApUpG(pU)o(pA)spAp выделяли обращем-
но-фазовой хроматографией на синтезированном нами сорбенте [12 ] , 
используя линейный градиент концентрации раствора КС! (0 ;05—0,5 М) 
в 0,01 М имидэзол-HCl буфере (рН 7,0) с 9 М мочевиной. Целевой 
продукт собирали, переносили в целлофановый диализный мешок и 
обессоливали диализом, после чего лиофилизовали. 
В случае использования в качестве донора ( р Н ) г , р А 0 х перед хрома­
тографией к реакционной смеси добавляли 4-кратный объем 0,3 М 
раствора анилина в 0,01 М свежеприготовленном ацетатном буфере 
(рН 5,5) и выдерживали 3 ч при 40 °С. 
Доказательство строения полученных олигорибонуклеотидов. 
ApUpG. Продукт гомогенен при обращенно-фазовой хроматографии на 
Nucleosil С-18. Гидролиз смесью фосфодиэстеразы и 5'-нуклеотида.зы из 
яда кобры в 0,02 М трис-HCl, содержащем 2,5 мМ M g C l 2 , (рН 7,8) 
при 20 °С в течение 16 ч с последующим анализом МКХ на Nucleosil 
С-18 дал соотношение А : U : С = 1,1 : 1,2. Гидролиз Р Н К а з о й Т 2 в 
0,01 М CH3COON, содержащем 0,4 мМ EDTA (рН 4,5), при 20°С в тс-
12 ч с последующей МКХ на Nucleosil С-18 дал соотношение 
Ар :Up : С = 1 : 1,1 : 1,1. 
ApUpG(pU) 6 . Продукт гомогенен при МКХ на DEAE-целлголозе 
DE-52 в системе Томлинсона — Тенера. Строение его подтверждали 
гидролизом Р Н К а з о й TV Реакцию проводили в объеме 20 мкл. Концен­
трации компонентов: ApUpG(pU) G — 0,06 мМ, трис-HCl буфер (рН 4,5)— 
0.05М, M g C l j — 2,5 мМ, Р Н К а з а Т, — 0,2 мг/мл. Время реакции 
•'О мин при 37°С. По окончании реакции отбирали аликвоту 5 мкл для 
••налпза, а к оставшейся реакционной смеси добавляли 0,5 мкг фосфо-
мопоэстеразы из Е. coll и инкубировали еще 3 ч при 37 "С. Гидроли­
за™ анализировали методом МКХ в системе Томлинсона — Тенера на 
3' 3 5 
ApUpG(pU) 6 (pA) 5 pAp и ApUpG(pU) 6 (pA) , 0 pA(p) . Выделенные 
олигонуклсотнды были гомогенны по данным МКХ на новом обращен-
п о -фазовом сорбенте [12] и на аминохроме. 
Для определения нуклеотидпой последовательности к олпгонуклео-
тида обработанным фосфомоноэстеразой из "£ . coli, присоединяли 
5 ' — [ " P j p C p с помощью РНК-лигазы и проводили прямое химическое 
секвенпрование по методу Питти [22] . После разделения образующе­
гося набора фрагментов электрофорезом в 20%-ном полиакриламидном 
и л е (толщина слоя 0,5 мм, длительность — 60 мин, 3000 V ) , получили 
авторадиограмму, приведенную на рис. 4. 
Обсуждение. Для изучения процессов функционирования рибосом 
мы предприняли химико-ферментативный синтез двух олигорибонуклео-




ApLpG (pL') t ; 
<pA) 3pAp • \ 
РНК-.тигаза / а, PHK-.тигаза 
ApUpG(p l ) , ; (pA) ,pAp < ApL'pG jpL ' i , (pA' e r>A u \ 
pH 5,5 
где A " x — диальдегидаденозин. 
Акцептор фосфата ApUpG для первой РНК-лигазной реакции был 
получен двумя вариантами фосфотриэфирного метода I , I I . В обоих 
случаях синтез вели в З'-направлении постадийным присоединением 
защищенных нук.теозидов. Вариант I основан на взаимодействии 
rf'-фосфодиэфира ( I I или V ) , полученного с помощью п-хлорфенилфос-
фодпт рилтолида, с защищенным нуклеозидом в присутствии мезитилен-
су.твфоогразолида как конденсирующего агента [7, 8, 21]. По вариан-
у И синтез в**ли без конденсирующих агентов, используя п-хлорфенил-
фосфотриззоднд как бифункциональный фосфорилирующий агент и 
DMAP как н\ клеофильшли катализатор [8, 9 ] . В рибо-ряду такая ком-
опнанач реагентов была использована ранее для синтеза А-(2 '—5') • 
•Л-(2' —5*)А [17] . Несмотря на необходимость проведения реакции в 
строго безводных условиях, вариант I I кажется нам предпочтительным 
для синтеза коротких о.тшонуклеотидов. Реакция идет быстро, не тре­
бует применения конденсирующих агентов и, следовательно, исключает 
как необходимость п \ синтеза, так и возможность образования побоч­
ных продуктов под действием этих агентов. 
Защищенное фоефотриэфирное производное ApUpG ( V I I ) подвер­
гали последовательно обработке N H 4 O H и 0,01 н. НС1 для снятия за­
щитим \ групп, и ApUpG выделяли ионообменной хромотографией. 
Го a i a a и н о е п , ApUpG проверяли обращенно-фазовой МКХ iга 
Nucleosii С-18. 11уклеотидный состав его доказывали гидролизом 
смесью фосфодиэстеразы и 5'-нуклеотидазы из яда кобры, а отсутствие 
примеси олигопуклеотида с неприродной межнуклеотидной связью под-
твер/кта.тп количественным гидролизом его Р Н К а з о й Т 2 . 
Донор фосфата в первой РНК-лигазной реакции представлял собой 
гексарпбоурндиловую кислоту (рЬ ' ) 6 , полученную гидролизом п о л и - ( Ш -
нуклеазой из яда кобры [ 4 ] . Синтез A p U p G ( p U ) 6 вели при темпера­
туре 30°С, являющейся при рН 8,7 неоптимальной для самоконденса-
ЦНИ (pl ) | [г>, 21]. Как видно из рис. 1, целевой продукт (пик 5) явля-
с!ся основным продуктом реакции, несмотря на то, что при соотноше-
(рА1 6рА 
нии донор — акцептор 1 : 1 , донор не был блокирован по З'-концу. Син­
тезированный нонарибонуклеотнд был выделен хроматографией на 
QAE-сефадексе А-25. Выход его после очистки, обессоливання и лио-
филиза'ции составлял 25—30%. Степень превращения для ApUpG и 
(pU)6 (рис. 1) равна соответственно 47 и 83%. Выделенный ApUpG(pU).; 
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Рис. I . Микроколоночиэя обращенно-
фазовая хромотография аликвоты ре­
акционной смеси, отобранной через 
12 ч от начала реакции при синтезе 
понарибонуклеотида ApUpG(pU) 6 . 
Пики: ; — А М Р , 2 — A T P . A p U p O , i — 
I p U ) б . 4 - А(5 ' )рр U ( P U ) s , 5 — A p U p O ( p U ) „ 
6 — цикло-{ри) | 2 , 7 — A p U p G ( p U ) , . . Пики 
/, 2 и 3 и д е н т и ф и ц и р о в а н ы по соответ­
ствующим м а р к е р а м ; пик 4 - по включе­
нию р а д и о а к т и в н о й метки при д о б а в л е ­
нии в р е а к ц и о н н у ю с м е с ь (8 — S H] A T P : 
пик 6 — по устойчивости к ф о е ф о д и э с т с -
разе из яда кобры: структура пиков I и 
7 п о д т в е р ж д е н а г и д р о л и з о м р п б о н у к . Т ' а -
зой Ti с п о с л е д у ю щ е й и д е н т и ф и к а ц и е й 
п р о д у к т о в р е а к ц и и . 
Рис. 2. Микроколоночпая хрома­
тография нонарнбонук.тсогпда 
ApUpG(pU) 6 (а), продуктов гид­
ролиза его рпбопуклсазой Т, (б), 
рибонуклеазоп Т, и фосфомоно­
эстеразой из Е. edit (в), п смеси 
маркеров [г) па DEAE— целлю­
лозе. 
Пики: 1 — A p L p F , 2 
(pb')«. (I'PhV, з-
ческой подвижности продуктов гидролиза данного олигорибонуклеотида 
РНКазой Т, (рис. 2,6) и последовательного гидролиза Р Н К а з о й Т, и 
фосфомоноэстеразой (рис. 2, в) с маркерами (рис. 2, г) однозначно 
подтверждает его строение. Всего, таким образом, было получено 
800 ОЕ2бо понарибонуклеотида ApUpG(pU )6 -
Донор фосфата во второй РНК-лигазной реакции — гексарибоаде-
ниловая кислота — был блокирован по З'-концу. В данной работе были 
использованы два варианта защиты; З '-фосфат [см. напр. 11] и моди­
фицированный перйодатным окислением остаток 5 -АМР-рА° х [20] . Оба 
типа блокированных по З'-концу доноров получали известным методом 
[Ю] из терминированной 5'-фосфатом тептарибоаденнловой кислоты 
путем окисления цие-диольной группы ее З'-концевого аденозина перйо-
датом натрия (донор ( р А ) 6 р А 0 х ) или путем последовательной обработ­
ки ( р Н ) 7 перйодатом натрия и анилином (донор ( р А ) 5 р А р ) . После со­
ответствующей очистки защищенные по З'-концу доноры были «сшиты» 
РНК-лигазой с акцептором A p U p G ( p U ) 6 при соотношении донор : ак­
цептор 1 : 1 . Реакцию вели при температуре 20°С, оптимальной для 
I 
урндп.товых акцепторов. Как видно из рис. 3, р А ' , х оказался лучшей 
защитной группой: при его использовании образуется меньше побочных 
продуктов, чем при использовании З'-фосфата. Поэтому для препара­
тивного синтеза A p U p G ( p U ) 6 ( p A ) 5 - p A p мы выбрали донор ( p A ) 6 p A 0 x i 
Выход пентадекарибонуклеотида после удаления З'-концевого дпаль-
дсгпда.к но ania с помощью катализируемой анилином р-элиы пин. 
обращенни-фааовон хроматографии па синтезированном нами сорбенте 
[12J, обессоливания и лиофилизации составил 18—20% (степень пре­
вращения для донора и акцептора составляла соответственно 82 и 90%, 
рис. 3,6). Been, было получено 105 ОЕ2бо ApUpG ( p U ) 6 ( p A ) 5 p A p . 
Рис. 3. ; \ \ l iKpni;o . io! lo . | i i .u! хрома ее 
графин н.шкнщ реркннпппих емсесм, 
отобранных черо 4Ь а от иг4* л J ре­
акции, при синтезе пенгадекарибоиу-
K . I . U I H |.т ApUpG(pU)c(pA) 5pAp. 
-Т'.п рте Ц..\> | .Лр. ( ; . \ ) . р \ " \ в -
'Р \ I. р А " ' Н" ни.,:! , ... . i, .. |"р.м.ит,||Га 
• I Л ' Л Н . t - Л I e, 3 -
IP \ l p V . ip V ) p l l " I \Ц | | ,;, \ i p .\p. 
!••• > . V K'Al Ap. 8 -
I > p '• I pAp. й — вероятно. 
И«р1 l . l p A j . i \ " ' 
\ ) pAlp) . С p.-p. 
4 « • ' • И l . l p » l . . | > A " ' IK: Ml / 1. J , JT, J 
• J | гД'а1вфмц«| .>»й, .м п.. с « ю 1 к г К 1 а ) к ж я ч 
Hjpa• • - M b I t в.. H t . l m r H H р^ДМоаК 
11II;; t, p. , 1 К . | ] | , ,п M : h l .p.. ПГ1..Н Л 
- .им,,') ' ЛИИ..4 
I * I I|.--.T • -I. IP: in 
,.v 11 и I i;i Г J 1*1¬
18 
Pile. 4. Ралпоаптограмма поанак-
рПЛаМП.ШПГО le.ei up,I .aipi-ae.le 
lain нерви I I I I H I с i р \к i y p u 
ApUpG(pU) 6(pA) 5pAp (a) ' п 
ApUpG(pU) 6 (pA),„pA(p) (6) no 
методу Питти [17J. (Ап.ч.ин вы­
полнен А. С. Мааьк и, МГУ). 
Как видно из рис. 3, наряду с ожидаемым пентадекарибонуклеотидом 
при реакции образуется несколько побочных продуктов, в том числе и 
большей длины. Один из этих продуктов (пик 9) был выделен анало­
гично пентадекамеру в хроматографическн однородном виде. По перво­
начально полученным нами данным этот олигонуклеотид соответство­
вал продукту двукратного присоединения донора (рА) 5 рАр к акцептору 
ApUpG(pU) 6 - По при установлении его структуры по методу Пнттп 
[22] (рис. 4) было показано, что это ApUpG(pU) 6 (pA) iopA(p) (нали­
чие З'-фосфата точно не установлено) . Это согласуется с данными 
Уленбека [19] о том, что РНК-лигаза иногда проявляет способность 
удалять З'-концевой нуклеозид-3' ,5 '-дифосфат. 
Таким образом, препаративный химико-ферментативный синтез 
олигонуклеотндов, содержащих инициирующий кодон ApUpG на 5-коп-
це, может служить моделями информационной Р Н К при изучении про­
цессов биосинтеза белка. 
* Авторы глубоко признательны академику Д. Г. Кнорре за постояпнып интерес 
к работе и ее поддержку, а также А. С. Манькину (МГУ), установившему структуры 
олигорибонуклеотидов. 
Summary 
Oligoribonucleolides ApUpG(pU) 6 (I) and ApUpG (pU) 6 (pA) 5 pAp ( I I ) bearing the 
initiating codon at their 5'-terminus were synthesized. (I) and ( I I ) were prepared by-
using of RNA ligase. ApUpG was elongated stepwise in the. З'-direction by adding of 
(pU) 6 and then (pA) 6 blocked at its З'-end with phosphate or diaidehydeadenosine. 
ApUpG was obtained chemically by two variants of the triester approach. The RNA' 
ligase catalysed synthesis of (I) was carried out in the conditions optimal for "good" 
acceptors (30°C, 24 h, pH 8.7). In spite of equimolar ratio of ApUpG: P U ) 6 and the 
absence of З'-protection of the donor the yield was 25—30% after subsequent purifi­
cation. / 
The synthesis of ( I I ) was carried out in the conditions optimal for "poor" 
acceptors (20°C, 48h, pH 8.7). The yield was 18—20% after aniline catalyzed p-elimi-
nation of the diaidehydeadenosine from the З'-end and subsequent purification. In this 
reaction ApUpG(pU) 6 (pA)i 0 pA(p) was observed in addition to the expected ( I I ) . 
The sequencing of oligoribonucleotides was carried out according to Peattie. 
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